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RIASSUNTO 
All'interno dell'Unione Europea è vietato l'impiego degli antibiotici per la lotta alle malattie batteriche in alveari destinati 
alla produzione di miele o di altri prodotti apistici. L’unica strategia di controllo efficace contro la peste americana, il cui 
agente eziologico è rappresentato da Paenibacillus larvae, sembra essere quella di eliminare mediante fuoco la famiglia e 
tutto il materiale infetto. Proprio per queste ragioni è necessario sviluppare strategie alternative per il controllo di questa 
malattia ricorrendo a sostanze, magari di origine naturale, non dannose alla vita delle api e dell'uomo.  
In questa tesi è stata indagata la possibile azione inibente  di alcuni oli essenziali (manuka,mirra, cedro, anice, incenso, 
eucalipto,  tea tree, salvia, camomilla e Litsea cubeba nei confronti di Paenibacillus larvae. L’eventuale attività inibente  
è stata determinata ricorrendo al  metodo della diffusione su piastra secondo Kirby-Bauer modificato e alla 
determinazione del valore di MIC limitatamente agli oli che hanno fornito aloni di inibizione apprezzabili al metodo di 
diffusione su piastra. Tra gli oli essenziali valutati, la Manuka ha mostrato maggior attività antibatterica, sia per quanto 
concerne l’alone di inibizione ottenuto con il metodo Kirby Bauer, sia per quanto concerne i valori di MIC.  Minore 
attività inibente è stata riscontrata per Tea tree, salvia, camomilla e mirra, mentre nessuna attività è stata evidenziata per 
gli altri oli saggiati. Di fatto l’attività antibatterica di molti tra gli oli essenziali è il frutto dell’azione sinergica di più 
composti chimici in essi contenuti ed è proprio per questo motivo che l’impiego di tali sostanze in terapia e/o 
prevenzione, a differenza di quanto succede con gli antibiotici tradizionali, permetterebbe di non incorrere nel sempre 
più diffuso fenomeno dell’antibiotico-resistenza.  Purtroppo il loro costo è tutt’ oggi elevato.  La determinazione della  
precisa composizione chimica degli oli essenziali è indispensabile al fine di isolare le molecole farmacologicamente 
attive da impiegare singolarmente o in associazione;  la loro successiva commercializzazione su larga scala, 
determinerebbe un drastico abbassamento dei costi con conseguenti benefici per il mondo dell’apicoltura.
1. INTRODUZIONE 
 L'apicoltura è un'attività zootecnica, (legge 24 dicembre 2004, n.313 ) conosciuta principalmente 
per il miele, ma da cui derivano anche altri prodotti animali come il polline, cera, propoli e altri.
L'ape riveste un ruolo importante nell'ambito dei servizi ecosistemici come impollinatore di 
numerose specie botaniche, per il suo impatto sull'ambiente e per il suo ruolo indispensabile nelle 
numerose produzioni agricole e forestali.  
Le api mellifere sono insetti sociali, vivono in colonie, anche chiamate famiglie, costituite da alcune 
decine di migliaia di individui.
 Come tutti gli esseri viventi anche le api hanno i loro nemici naturali, che trovano nell'alveare le       
condizioni favorevoli per svilupparsi o adattarsi; l'alveare costituisce un ambiente ideale per lo 
sviluppo delle malattie infettive: decine di migliaia di individui vivono e si riproducono in un 
ambiente confinato e ristretto dove la temperatura e l'umidità sono ideali per lo sviluppo di patogeni 
(virus, batteri, funghi e altri parassiti) (Frediani, 1983).  
Le malattie possono riguardare i soli adulti, gli adulti e la covata oppure solamente la covata 
(Frediani, 1983). 
Per quanto riguarda le malattie delle api adulte, ricordiamo tra le più dannose; la nosemiasi e 
l'acariosi; per quelle invece che attaccano sia la covata che gli adulti, la varroasi. 
   L’agente eziologico della nosemisai è un n protozoo microscopico (Nosema apis) che si insedia     
nell’intestino delle api adulte.  Il protozoo produce al termine del suo ciclo di sviluppo degli elementi 
di resistenza, le spore, che vengono diffuse nell’ambiente attraverso le feci delle api. I favi, il miele e 
le stesse api malate risultano sicuri vettori della malattia. Come per l’acariosi, un sintomo della 
nosemiasi è rappresentato dall’irrequietezza degli alveari malati e dalla difficoltà al volo presentata 
dalle operaie. Tra le api colpite è possibile a volte rintracciarne alcune che, oltre ad essere incapaci di 
volare, hanno un addome molto gonfio tanto da raggiungere quasi la dimensione di una regina. In 
simili casi l’ampolla rettale, ultimo tratto dell’intestino, risulta ingombra da un eccessivo accumulo di 
feci. Alla nosemiasi può accompagnarsi una forte diarrea che induce le api. A volte si può notare un 
piccolo mucchio di individui morti, tra cui la regina, sul fondo dell’arnia, mentre in altri casi l’acuta 
mortalità è avvertibile già di fronte all’alveare, per la presenza di numerosi cadaveri. 
L’acariosi (Acarapis woodi) ‘è una grave malattia delle api adulte,  la cui denuncia è 
obbligatoria.Ultimo focolaio: negli anni ‘90 in Sicilia. Endoparassita che vive nelle trachee (1°paio 
toraciche) delle api adulte, suggendo l’emolinfa. La malattia viene trasmessa dalla femmina feconda 
che penetra all’interno dell’apparato respiratorio delle giovani api dove depone le uova (fino a 10 
uova). Da uovo ad adulto ci impiega 14-19 giorni. In inverno e primavera gli acari escono dalle 
trachee per accoppiarsi installandosi  alla base delle api ledendo le articolazioni. La malattia si 
trasmette per contagio diretto. Da alveare ad alveare la malattia si trasmette attraverso il saccheggio, 
riunione di famiglie, deriva, commercio di sciami e regine. Attrezzatura e materiale apistico 
appartenuto a una famiglia colpita non costituisce veicolo di diffusione.   
 
Fig. 1: Acarapis woodi 
 
La varroa è un acaro (Varroa destructor) che colpisce in maniera particolarmente grave le nostre 
api, le parassita allo stato adulto ma soprattutto come larve e pupe della covata. E’ una infestazione 
che per la sua rapidità di diffusione, i danni che provoca, la difficoltà di riconoscerne precocemente 
la presenza, i mezzi attuali di controllo, l’inesistenza di prodotti in grado di eliminarla 
definitivamente, deve essere considerata tra le più gravi per le api. Costituisce il problema 
dell’apicoltura attuale, sia per i danni economici che per le misure sanitarie che occorre attuare per 
impedirne la diffusione. L’acaro varroa trasferitosi sull’ape domestica, ha ampliato il campo della 
sua attività, infestando gravemente non solo la covata maschile e quella femminile dell’ape operaia, 
ma anche le api adulte ed i fuchi. Con il proprio apparato boccale la varroa fora facilmente le 
membrane esterne del corpo dell’adulto e delle larve di ape, succhiando il sangue (emolinfa) per il 
proprio nutrimento, causando gravi danni agli individui colpiti: indebolimento, ferite, lesioni di 
organi interni, malformazioni, infezioni, ecc.. La varroa per un certo periodo della sua vita è dentro 
le cellette di covata; prima che questa venga opercolata  (chiusa per la metamorfosi dell’ape) la 
femmina della varroa depone da 2 a 5 uova sulla larva delle api ( 2 uova se cella femminile, fino a 5 
se cella a fuco). Dalle uova di varroa dopo 24 ore nascono le larve che riescono a diventare insetto 
adulto nei giorni previsti per lo sviluppo dell’ape nella cella. Quando l’ape esce dalla cella escono 
anche le giovani varroe già adulte e che sono  in grado  di riprodursi immediatamente. Anche in 
questo caso le larve di varroa si nutrono dell’emolinfa della larva dell’ape che si trova in  
metamorfosi sottraendole  energie al normale sviluppo. 
 
      Fig. 2: Varroa destructor            Fig 3: Varroa destructor su una larva d'ape 
 
 
 
 
 La peste americana, il cui agente eziologico è rappresentato da Paenibacillus larvae è una malattia 
che deve essere denunciata agli enti competenti e i vari provvedimenti sono regolati da leggi ben 
precise che devono essere rispettate per evitare il contagio (Regolamento Polizia Veterinaria, art. 
154 e 155). Oggigiorno, l’unica strategia di controllo efficace contro questo agente patogeno sembra 
essere quella di eliminare mediante fuoco la famiglia e tutto il materiale infetto, in quanto è l'unico 
modo per esser sicuri di eliminare il batterio e le sue spore. Infatti, non è possibile l'eradicazione del 
microbo con l'impiego di antibiotici, vista la natura sporigena del batterio. I normali contatti che 
avvengono tra le varie colonie possono poi permettere il contagio della malattia su larga scala da 
una famiglia all’altra (Genersch E., 2010). All'interno dell'Unione Europea è vietato l'impiego degli 
antibiotici per la lotta alle malattie batteriche in alveari destinati alla produzione di miele o di altri 
prodotti apistici. Questo a causa dell'assenza di metabolizzazione dei farmaci nell'alveare e la loro 
possibile fissazione nelle diverse matrici come la cera, propoli, polline e miele, tutti prodotti 
destinati all'uomo e che quindi non possono contenere tali sostanze (Lodesani e Consta, 2005; 
Martel et al., 2006). Proprio per queste ragioni è necessario sviluppare strategie alternative per il 
controllo di questa malattia ricorrendo a sostanze, magari di origine naturale, non dannose alla vita 
delle api e dell'uomo.  
In questo elaborato di tesi indagheremo  possibile la possibile azione inibente  di alcuni oli 
essenziali nei confronti di Paenibacillus larvae.  
 
2. LA PESTE AMERICANA 
2.1 Eziologia 
Paenibacillus larvae è un batterio dalla tipica forma bastoncellare, gram-positivo e sporigeno. Il     
batterio nella forma vegetativa è mobile (perchè munito di flagello) e misura dai 2 ai 5 µ di 
lunghezza per 0,5-0,8 µ di larghezza. Le endospore sono ovoidali e misurano 0,6-0,7 x 1,1-1,9 µ e 
rappresentano la forma di resistenza a condizioni ambientali avverse ma anche la forma di 
propagazione (Alippi et al., 1999). 
 
 
 
Queste sono la sola forma infettante di questo microrganismo (Hornitzky, 1998) e le larve delle api 
risultano essere le uniche suscettibili all'infezione di questo batterio, infatti le api nell'età adulta non 
vengono infettate dopo l'ingestione delle spore (Wilson, W.T. 1971).  
Le api adulte assumono le spore del batterio proprio dalle varie matrici (polline, miele) presenti nel 
nido; l'infezione delle larve si ha attraverso la nutrizione, più precisamente le spore vengono passate 
alle larve attraverso la pappa reale; sono le api adulte, sopratutto quelle nutrici ad essere i vettori di 
questa contaminazione, proprio perchè sono loro a produrla. La suscettibilità all'infezione dipende 
dallo stadio larvale, la dose di spore necessaria per l'infezione di una larva aumenta con l'aumentare 
dell'età della larva (Brodsgaard et al., 1998).  
Le larve sono più suscettibili all'infezione durante i primi stadi larvali, cioè 12-36 ore dopo la 
schiusura delle uova, quando le larve vengono nutrite con la pappa reale.  
P. larvae 
Durante questo periodo, l'assunzione orale di una dose di circa 10 o meno spore è sufficiente per 
infettare la larva (Brodsgaard et al., 1998; Genersch et al., 2005). 
  
 2.2 Trasmissione della malattia 
I patogeni obbligati, che dipendono da un ospite per la loro riproduzione, per assicurare la loro 
sopravvivenza devono aver sviluppato un sistema di trasmissione da ospite malato a sano di una 
certa efficienza. In generale, esistono differenti vie per la trasmissione del patogeno; queste possono 
essere suddivise in due categorie: la trasmissione orizzontale e la trasmissione verticale.  
La prima si riferisce al passaggio della malattia tra individui della stessa generazione, mentre nel 
secondo caso a quella tra individui di generazioni diverse (genitore-figlio) (Canning, 1982).  
Quando prendiamo in considerazione le colonie di insetti sociali, all'interno della trasmissione 
verticale e orizzontale, si devono effettuare delle ulteriori suddivisioni; le componenti che vengono 
aggiunte sono: intra-colonia, cioè tra individui della stessa colonia, e inter-colonia cioè tra individui 
di differenti colonie (Fries e Camazine, 2001).  
La trasmissione orizzontale intra-colonia del patogeno avviene molto comunemente quando un ape 
operaia infetta trasmette la malattia ad un'altra operaia o ad una larva (tramite cibo).  
La trasmissione verticale intra-colonia avviene quando una regina infetta trasmette un patogeno ad 
una operaia figlia (Fries and Camazine, 2001), nel caso delle api mellifere, l'infezione trans ovarica 
non viene presa in considerazione come un altra forma potenziale di trasmissione verticale intra-
colonica, perchè non si hanno conoscenze sulla presenza di questa via (Fries and Camazine, 2001; 
Fries et al., 2006).  
La via della trasmissione orizzontale rispetto a quella verticale avviene con maggiore frequenza a 
causa delle continue interazioni che avvengono tra le operaie di una colonia rispetto a quelle che 
avvengono tra la regina e le sue operaie (Fries e Camazine, 2001).  
Conoscere le vie di trasmissione inter-colonica del P. larvae è necessario per 
comprendere l'epidemiologia della peste americana e quindi per valutare la diffusione attesa del 
patogeno all'interno dell'apiario.  
La trasmissione orizzontale inter-colonica, comprende tutte le interazioni tra individui di colonie 
differenti, i momenti più frequenti di contatto sono:  
(i) durante la deriva (passaggio tra un’arnia e l’altra) delle bottinatrici (Pfeiffer e Crailsheim, 1998).  
(ii) durante il saccheggio (passaggio tra un’arnia e l’altra per rubare il cibo) (Fries e Camazine, 
2001).  
(iii) il contatto che avviene tra una bottinatrice e un'altra durante il foraggiamento; Generalmente è 
altamente improbabile che avvenga (Fries e Camazine, 2001). 
 (iv) contatto con materiale infetto dell'ambiente come ad esempio i fiori già visitati (Kevan et al., 
1990).  
La trasmissione verticale inter-colonica è stata dimostrata da uno studio recente che ha analizzato 
questa modalità di trasmissione del batterio tra le colonie (Fries et al., 2006); le spore di P. larvae 
vengono trasferite dalle colonie naturalmente sciamate agli sciami figli. Se la famiglia madre con la 
regina vecchia è a uno stadio iniziale della malattia, la quantità di spore diminuisce nel tempo in 
entrambe le colonie, madre e figlia.  
Tuttavia anche se la densità delle spore diminuisce e non si verifica nessun focolaio della malattia, 
le colonie figlie non riescono del tutto a eradicare le spore.  
Un anno dopo la sciamatura, alcune di queste colonie sono risultate positive alla presenza delle 
spore nell'alveare senza però mostrare i sintomi della malattia, indicando quindi che il batterio 
rimaneva sotto la soglia, a livello sub-clinico.  
Questo però significa anche che tutti gli altri tipi di trasmissione del batterio, sopratutto quelli intra-
colonici, rimangono attivi (Fries et al., 2006).  
Questi risultati comunque sono un buon argomento di sostegno alla tesi che riguarda il metodo della 
“ messa a sciame” come sistema meccanico per il controllo della malattia; questo sistema consiste 
nel trasferire le api adulte e la regina dall'arnia contaminata ad una nuova con fogli cerei, 
distruggendo con il fuoco tutto il materiale infetto ( Genersch E., 2008).  
Comunque si può asserire che i principali vettori della malattia all'interno 
dell'alveare sono le api operaie stesse che, tentando di ripulire le celle occupate dalla covata morta, 
si imbrattano tutto il corpo con i residui viscosi delle larve ricoprendosi di conseguenza di spore. 
Avvenuto questo trasferimento, tutto quello che entra in contatto con l'ape verrà contaminato 
anch'esso. Le larve sane vengono infettate dalle api nutrici attraverso del cibo contaminato dalle 
spore (Yue et al., 2008; Fries e Camazine, 2001).  
Fino ad ora abbiamo parlato delle vie che permettono la diffusione della malattia che coinvolgono 
direttamente le api, una causa importantissima di cui ancora non si è fatto cenno è l'apicoltore e le 
pratiche apistiche. Tutti i movimenti di materiali che un apicoltore effettua da un arnia all'altra 
possono essere possibili vie di contaminazione, per questo è fondamentale il monitoraggio e quindi 
la conoscenza delle patologie apistiche per prevenire eventuali contagi tra le famiglie (Ratnieks F., 
1992).  
Elenchiamo qui di seguito alcuni dei veicoli potenzialmente coinvolti nella diffusione delle spore 
del batterio (Ratnieks F., 1992; Frediani D., 1983; Genersch E ., 2010):  
 trasferimenti di materiali da un arnia all'altra come favi di covata, di miele, melari, arnie e etc..;  
 guanti e leve ma anche tutte le altre attrezzature utilizzate dall'apicoltore come lo smielatore, 
affumicatore, tuta e etc..;  
 fogli cerei composti da una cera non ben sterilizzata;  
 compravendita di sciami;  
 alimentazione con miele o altre soluzioni contaminate;  
2.3 Aspetti della malattia e Diagnosi 
Diagnosticare la peste americana in modo corretto e tempestivo è indubbiamente una condizione 
fondamentale per una efficace profilassi dell'infezione (Carpana, 2010).  
Il percorso diagnostico prevede fondamentalmente due procedure distinte che corrispondono a due 
diversi stati dell'infezione: conclamata o latente. Nel primo caso si tratta di riconoscere i sintomi di 
uno stato patologico in atto e di procedere quindi alla ricerca dell'agente eziologico in un campione 
opportunamente prelevato. Nel secondo caso invece, in assenza di sintomi di malattia, si vuole 
valutare la presenza sub-clinica dell'infezione, determinando analiticamente il livello di 
contaminazione dell'alveare con le spore di Paenibacillus larvae. A queste due procedure 
diagnostiche corrispondono contesti epizoologici differenti: riconoscimento della malattia in atto 
oppure monitoraggio preventivo (Carpana, 2010).  
Per quanto riguarda la prima, inizialmente si procede tramite un esame sintomatologico.  
Ricordiamo ora i principali  aspetti della malattia da tenere in considerazione:  
* la covata presente nel nido assume un aspetto non omogeneo, a mosaico dovuto all'alternanza di 
celle con larve sane e non.  
* opercoli delle celle non regolari, affossati e forati.  
* il colore della larva morta inseguito alla setticemia (da bianco a caffellatte e poi sempre più scura 
fino al bruno-nero).  
* la filamentosità con relativa prova dello stecchino  
  * la ligula delle pupe morte che si estende dalla testa fino alla sommità della celletta.  
 
 
 
 Fig. 4: Opercoli delle celle non regolari, affossati e forati. 
 
                                                            Fig. 5: Filamentosità con relativa prova dello stecchino 
 
Negli ultimi anni, sono stati messi a punto dei test immunoenzimatici per la diagnosi della Peste 
americana direttamente in campo; questo kit diagnostico è stato messo a punto dalla VITA 
(EUROPE) LIMITED e denominato “AFB Test”.  
L’AFB Test è di semplice utilizzo. La larva sospetta di infezione viene omogeneizzata mediante 
un’apposita soluzione. Quindi tre gocce dell’omogenato vengono introdotte in un supporto 
contenente gli anticorpi. Nel giro di pochi secondi su questo supporto si evidenzia una linea in 
corrispondenza di una lettera C (controllo), il che indica il corretto funzionamento del test; quindi se 
gli anticorpi reagiscono con le spore del P. larvae, appare un’altra linea in corrispondenza della 
lettera T, indicante la positività 
 
 
  
                                               Prova positiva                                         Prova negativa 
 
L’apicoltore può ricorrere al Test per verificare l’esattezza della propria diagnosi di peste americana. 
Il tecnico apistico o il veterinario possono ottenere dal Test un riscontro oggettivo rispetto al referto 
diagnostico emesso in occasione delle ispezioni in apiario.  
 
2.4 Metodi di controllo della malattia 
Oggi non esistono metodi o prodotti sicuri per curare le famiglie affette da peste americana. L'unico 
metodo veramente sicuro per limitare il contagio è proprio l'eliminazione della famiglia e 
conseguente disinfezione di tutto quello che entrando in contatto con la malattia, può essere 
diventato un vettore come già descritto nel paragrafo relativo alla trasmissione del patogeno (Ferrari 
e Formato, 2010).  
La distruzione per incenerimento delle colonie e dei favi colpiti resta tuttora l'intervento più 
indicato, così come viene indicato dal Regolamento di Polizia Veterinaria (RPV). Secondo questo 
regolamento: l'apicoltore deve denunciare obbligatoriamente all’Autorità Sanitaria i casi sospetti e 
quelli evidenti di Peste americana; l’intera area sospetta (raggio di 3 km), viene messa in quarantena 
con il divieto di rimozione degli alveari e del materiale.  
In caso di malattia latente è possibile tentare di applicare trattamenti curativi per tentare di sanare la 
famiglia. Infatti l'articolo 155 del RPV, puntualizza che: "Nei casi di peste americana o europea, può 
venire ordinata la distruzione delle famiglie delle arnie infette....Se la malattia è allo stadio iniziale 
possono essere consentiti opportuni trattamenti curativi. L'apiario trattato deve poi essere tenuto in 
osservazione e sottoposto ad esami di controllo sino a risanamento accertato".  
L’ipotesi del trattamento con antibiotici o altre sostanze curative, pur ammessa implicitamente dal 
Regolamento, non può in pratica essere utilizzata, come indicato da altre normative (art. 11 del D.L. 
vo 193/2006) e per l'assenza di sostanze antibiotiche registrate.  
L'operazione più sicura per diminuire la prevalenza della malattia e tutelare gli apiari colpiti è la 
distruzione degli alveari infetti: si procede prima all'uccisione delle api adulte con vapori di zolfo ad 
arnia chiusa, operando nelle ore serali o al mattino presto, in modo che nessuna bottinatrice rimanga 
fuori dall'arnia. Dopo aver ucciso le api, si procederà alla distruzione di tutti i favi messi insieme 
alle api morte in una buca scavata per l’occasione, mediante il fuoco.
  Tutti gli oggetti impiegati per la manipolazione degli alveari infetti, comprese le attrezzature   
utilizzate dall'apicoltore per le operazioni  apistiche (la leva, i guanti, la tuta, lo smielatore, ecc.), 
andranno accuratamente lavati e disinfettati con ipoclorito di sodio al 3% o sali di ammonio 
quaternario (Ferrari e Formato, 2010). Le arnie per poter essere riutilizzate, devono essere trattate. 
Un altro procedimento che non prevede l'utilizzo di sostanze nocive per il controllo della peste 
americana è un sistema meccanico chiamato “messa a sciame”(Genersch E., 2008).  
Il principio di questa pratica consiste nel trasferire le api adulte e la regina dall'arnia contaminata ad 
una nuova con fogli cerei, distruggendo con il fuoco i favi infetti in cui risiede la maggior 
concentrazione delle spore.  
Questo procedimento arreca un notevole stress alla famiglia che non sempre è in grado di 
riprendersi, per questo motivo bisogna evitare di effettuare visite di controllo premature, in questa 
fase non si deve effettuare nessun tipo di nutrizione e non bisogna rinforzarle con telai di miele o 
covata provenienti da altre famiglie. Infatti le api adulte rimaste devono consumare tutto il miele, 
contaminato dalle spore, contenuto a livello del loro apparato digerente e nella borsa melaria 
(dilatazione dell'esofago presente a livello della cavità addominale, dove le operaie immagazzinano 
il nettare durante la raccolta) ottenendo così un effetto purificante. Per questo motivo questo metodo 
viene chiamato anche “cura famis”. (Ferrari e Formato, 2010).  
Varianti della messa a sciame prevedono l'ingabbiamento della regina o tenere la famiglia in luoghi 
freschi al chiuso per impedire alle api adulte di andarsene in altre famiglie, altre ancora prevedono 
almeno due travasi per ottenere una migliore purificazione.  
L’eliminazione delle famiglie ammalate viene considerata comunque la via preferenziale da adottare 
nella maggior parte dei casi, infatti tentare di effettuare questo metodo su famiglie troppo deboli e/o 
in periodi non favorevoli (tarda estate) porterebbe ugualmente alla morte della famiglia, ma 
sopratutto ad un aumento del rischio di contagio di altri alveari a causa del probabile 
saccheggiamento che ne scaturirebbe.  
Negli ultimi anni si è sviluppato un notevole interesse nel cercare nuove strategie per il controllo 
della Peste Americana (Genersch E., 2010).  
In alcuni Paesi (Cina) è autorizzato  l'utilizzo della ossitetraciclina cloridrata e del sulfutiazolo per 
prevenire l'infezione e per curare le famiglie che mostrano già i sintomi della malattia. 
L'uso prolungato di questi antibiotici può causare una serie di problemi, tra iprincipali: 
 (1) gli antibiotici non hanno alcun effetto sulle spore prodotte dal batterio, per cui sopprimono i 
sintomi clinici nascondendo la malattia senza però curarla effettivamente;  
(2) i residui chimici persistono nel miele intaccandone la qualità e sopratutto la sicurezza nei 
confronti della salute umana (Lodesani e Consta, 2005 ; Martel et al., 2006); 
 (3) gli antibiotici quando vengono ingeriti dalle larve e dalle api adulte potrebbero influenzare la 
vitalità delle prime e la longevità delle seconde (Peng et al., 1992); 
 (4) sono stati evidenziati casi di resistenza all'OTC e al sulfutiazolo da parte di Paenibacillus larvae 
(Evans, 2003; Lodesani e Consta, 2005) rendendo così necessaria la ricerca di antibiotici alternativi 
attivi nei confronti del batterio (Alippi et al., 2005; Gallardo et al., 2004).  
 
Nasce la necessità di sviluppare strategie di trattamenti alternativi che finora hanno seguito tre 
differenti direzioni:  
(i) selezione genetica di api con caratteri di resistenza individuali o sociali contro la peste americana 
(Evans J. D., 2004; Wedenig et al., 2003);  
(ii) controllo biologico di Paenibacillus larvae attraverso batteri antagonisti (Alippi e Reynaldi, 
2006; Evans e Armstrong, 2006; Olofsson e Vasquez, 2008); 
(iii) trattamenti con antibatterici naturali come oli essenziali di piante (Fuselli et al., 2006a,b, 2009) 
o gli stessi prodotti delle api come il propoli e la pappa reale (Antunez et al., 2008 ; Giusti M. et al., 
2010).  
 
  3. OLI ESSENZIALI 
Gli oli essenziali sono oli aromatici volatili ottenuti da materiale vegetale come fiori, germogli e 
semi; si presentano sotto forma liquida.  
Sono conosciuti all'incirca 3000 tipi diversi di oli essenziali di cui solamente 300 hanno una 
importanza commercialmente rilevante, destinati principalmente alla produzione di profumi e 
fragranze (Van de Braak e Leijten, 1999).  
Chiamati comunemente essenze, gli oli essenziali sono sostanze di consistenza oleosa, più o meno 
fluida, molto profumati, volatili, spesso colorati e più leggeri dell’acqua con una densità compresa 
tra 0.75 e 0.99. Sono insolubili o poco solubili in acqua, solubili in alcool, etere, cloroformio, 
acetone, oli emulsionati e nella maggior parte dei solventi organici.  
Sono miscele molto complesse i cui principali costituenti sono monoterpeni e sesquiterpeni: 
strutture formate da più unità isopreniche, e composti ossigenati derivati dagli stessi che includono 
alcoli, aldeidi, esteri, eteri, chetoni, fenoli e ossidi. È possibile trovare inoltre, fra i componenti degli 
oli essenziali, fenilpropeni e composti specifici contenenti zolfo o azoto (Bardeau, 1977).  
Gli oli essenziali possono essere prodotti in tutti gli organi della pianta: steli, foglie, gemme, fiori, 
frutti, semi, legno e radici, ma sono maggiormente sintetizzati negli organi aerei.  
Generalmente si accumulano sotto forma di goccioline negli spazi intercellulari o in strutture 
specializzate interne o esterne come i dotti resiniferi, i peli ghiandolari esterni e le ghiandole 
lisigene. Sembra che la pianta produca oli essenziali per molteplici ragioni: possono svolgere attività 
allelopatica, di attrazione degli impollinatori, possono funzionare come intermediari di reazioni 
energetiche ed in alcuni casi forse vengono prodotti come materiale di scarto. Si trovano 
particolarmente abbondanti nelle piante appartenenti alle famiglie delle Apiaceae, Asteraceae, 
Cupressaceae, Geraniaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Verbenaceae (List e Schmidt, 
1989).  
L'attività antimicrobica di alcuni di questi oli di derivazione naturale era già nota in passato, ma il 
relativamente recente ritrovato interesse commerciale per i prodotti di origine naturale, ha 
comportato un nuova spinta nel campo scientifico per queste sostanze e la loro attività.  
Approfonditi studi hanno quindi dimostrato e confermato che gli oli essenziali o i loro componenti 
hanno proprietà antibatteriche (Mourey e Canillac, 2002), antivirali (Bishop, 1995), antimicotiche 
(Mari et al., 2003).  
Il metodo maggiormente utilizzato per la loro estrazione è quello della distillazione in corrente di 
vapore, gli altri metodi utilizzabili sono: l'enfleurage, l'estrazione con solventi e la spremitura (Van 
de Braak e Leijten, 1999).  
La composizione in qualità e quantità dei componenti di uno stesso tipo di olio
essenziale può variare notevolmente da un campione all'altro, oltre a dipendere dalla pianta o parte   
vegetale utilizzata, dipende dalla stagione e dall'area geografica in cui viene raccolta; un altro fattore 
che influenza la composizione è il metodo utilizzato per l'estrazione. Quest'ultimo influenza non 
solo il profilo organolettico dell'olio ma anche le sue proprietà. Packiyasothy e Kyle nel 2002 
dimostrarono come oli estratti con l'esano avessero una maggior attività antimicrobica degli stessi 
estratti con il metodo della distillazione in corrente di vapore.  
I componenti maggiormente responsabili dell'attività antibatterica sono i componenti fenolici come 
timolo, eugenolo e carvacrolo (Cosentino et al., 1999), ma esistono alcune prove che dimostrano che 
tra questi ultimi e gli altri
  componenti presenti solamente in tracce possa esistere un qualche tipo di attività sinergica per la 
quale i secondi migliorano l'attività antibatterica dei fenoli; questa sinergia è stata dimostrata per 
timo (Paster et al., 1995; Marino et al., 2001) e origano (Paster et al., 1995). 
  
  3.1 Meccanismo di azione 
Considerando l'elevato numero dei differenti gruppi di composti chimici presenti negli oli essenziali 
non si può attribuire un meccanismo specifico di azione nei confronti delle cellule batteriche, ma 
una serie di obiettivi sui quali questi composti agiscono.  
Una importante caratteristica degli oli e dei loro composti, su cui si basa un primo meccanismo di 
azione, è la loro idrofobicità che consente loro di rompere i legami presenti tra i lipidi della 
membrana cellulare batterica e dei mitocondri, alterando le strutture e rendendole più permeabili 
(Knobloch et al., 1986).  
In seguito a questa azione si possono verificare delle perdite di ioni e altri contenuti cellulari.  
  Queste perdite possono essere tollerate dalla cellula fino ad un certo livello, ma, se avvengono in       
maniera estesa, portano la cellula alla morte (Burt S., 2004 ; Denyer e Hugo, 1991a).  
 
Fig 6 Azione degli oli essenziali sulla membrana plasmatica 
 
Come abbiamo già accennato la maggior azione antibatterica è dovuta ai composti fenolici come il 
timolo, il carvacrolo e il geraniolo, i loro meccanismi di azione sono simili a tutti gli altri fenoli: (i) 
alterazioni al livello della membrana citoplasmatica, (ii) interruzione della forza protonomotrice e 
del flusso elettronico, (iii) interruzione del trasporto attivo, (iv) coagulazione dei contenuti cellulari 
(Denyer e Hugo, 1991; Sikkema et al., 1995).  
La struttura chimica dei componenti degli oli essenziali influisce sull'esatto meccanismo di azione e 
sull'attività antibatterica dello stesso (Dorman e Deans, 2000). L'importanza della presenza di un 
gruppo ossidrilico (OH) in un composto fenolico, come il carvacrolo e il timolo, è stata confermata 
da diversi ricercatori (Knobloch et al., 1986; Dorman e Deans, 2000). La sua posizione nell'anello 
fenolico non sembra influenzare particolarmente il grado di attività battericida; per esempio l'azione 
del timolo e quella del carvacrolo, che hanno il gruppo ossidrilico in posizioni differenti, sembra 
essere molto simile per batteri come B. cereus, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa 
(Lambert et al., 2001; Ultee et al., 2002). Tuttavia in altri studi il carvacrolo e il timolo hanno 
dimostrato di agire in modo diverso nei confronti di batteri Gram + e Gram - (Dorman e Deans, 
2000).  
Inoltre per quanto riguarda l'attività delle componenti non fenoliche degli oli, si è riuscito a mettere 
in evidenza che a seconda del tipo di gruppo funzionale presente, l'attività può risultare maggiore o 
minore (Dorman e Deans, 2000).  
I componenti degli oli essenziali sembra riescano ad agire sulle proteine che compongono la 
membrana citoplasmatica (Knobloch et al., 1989).  
Come è noto enzimi come l'ATPasi sono localizzati sulla membrana e sono circondati da molecole 
lipidiche; sono stati ipotizzati due meccanismi di azione: quando un idrocarburo ciclico agisce su 
questi, le molecole lipofiliche potrebbero accumularsi nel doppio strato lipidico della membrana 
provocando una alterazione del legame tra le proteine e i lipidi; altrimenti è possibile che si verifichi 
una alterazione diretta tra la componente lipofilica e la parte idrofobica della proteina (Juven et al., 
1994; Sikkema et al., 1995).  
Da quanto fin qui esposto si evince come i meccanismi di azione dei vari oli essenziali siano 
molteplici e diversi tra loro, risultando una sommatoria di tutti i meccanismi di azione delle sostanze 
chimiche che li compongono; a causa di questa elevata variabilità, si pensa che i batteri non possano 
sviluppare resistenza nei confronti di questi composti (Burt S. 2004).  
Le differenze di composizione tra un olio e un altro ottenuto dallo stesso tipo di pianta rappresenta 
però anche un limite, infatti la loro attività antimicrobica potrebbe risultare differente.  
 
Come già accennato l’idea di utilizzare gli oli essenziali come applicazione per il controllo della 
peste americana è relativamente recente. Alcuni oli essenziali sono stati precedentemente testati nei 
confronti di Paenibacillus larvae: Floris e Carta (1990) dell’università di Sassari hanno testato i 
seguenti oli essenziali: arancio (Citrus sinesis), cannella (Cinnamomum spp.), cumino (Cuminum 
cyminum), eugenia (Eugenia spp.), timo (Thymus vulgaris) e verbena (Verbena sp.) che hanno 
mostrato un valore MIC che si aggira tra i 100 e i 200 µg/ml. 
Alippi et al. (1996) invece hanno determinato i valori MIC per la citronella (Cymbopogon citratus) 
con 50 µg/ml; per la santoreggia (Satureja hortensis) con 300 µg/ml; per la lavanda (Lavandula 
intermedia) compresa tra 350 e 600 µg/ml; per la menta (Mentha piperita) con 600 µg/ml; per 
l’origano (Origanum vulgare) compreso tra 250 e 350 µg/ml; per il timo (Thymus vulgaris) con 150 
µg/ml; ed infine per il rosmarino (Rosmarius officinalis) 700 µg/ml.  
Gende et al. (2008) ha testato l’olio essenziale di cannella (Cinnamomum zeylanicum) trovando un 
valore di MIC compreso tra 25–100 µg/ml.  
 Lo scopo della presente indagine è stato quello di valutare l'efficacia di alcuni oli essenziali nei 
confronti di Peanibacillus larvae nell'ottica di un eventuale loro impiego nel controllo della peste 
americana.  
Gli oli essenziali che sono stati utilizzati per le prove sperimentali di questo elaborato di tesi sono: 
manuka (Leptospermum scoparium), mirra (Commiphora myrrha), cedro (Cedrus medica), anice 
(Pimpinella anisum), incenso (Boswellia sacra), eucalipto (Eucalyptus globulus ),  tea tree 
(Melaleuca alternifolia), salvia (Salvia officinalis), camomilla (Matricaria chamomilla L.), Litsea 
cubeba.
 
 
Manuka 
 Manuka (Leptospermum scoparium) è diffuso nell’area settentrionale della Nuova Zelanda e 
appartiene alla famiglia del Tea Tree, di cui fanno parte anche Cajeput, Niaouli e Kanuka. E’ un 
arbusto con piccole foglie a punta e fiori con petali biancastri, noto da secoli agli abitanti della 
Nuova Zelanda come pianta officinale e usata come  rimedio in svariate situazioni. L’o.e. di Manuka 
si conobbe in Europa dopo la grande diffusione del Tea Tree, una essenza assai utile in 
Aromaterapia. Si ottiene per idrodistillazione di foglie e ramoscelli; olfattivamente l’o.e. di Manuka 
si può definire piacevolmente caldo, un po’ terroso, speziato ed erbaceo. 
Per distillare 1 litro di o.e. di Manuka servono 200 kg. di foglie fresche. 
 
Fig 7: Leptospermum scoparium 
 
Mirra 
La mirra è una gommaresina aromatica, estratta da un albero o arbusto del genere Commiphora, 
della famiglia delle Burseraceae, può essere anche alterata come polvere. 
Esistono circa cinquanta specie di Commiphora, ripartite sulle rive del mar Rosso, in Senegal, in 
Madagascar e in India. 
La specie più usata per la produzione della mirra è la Commiphora myrrha (diffusa in Somalia, 
Etiopia, Sudan, penisola arabica): alla fine dell'estate l'arbusto si copre di fiori e sul tronco 
compaiono una serie di noduli, dai quali cola la mirra, in piccole gocce gialle, che vengono raccolte 
una  volta  seccate. 
Una gomma simile, il balsamo della Mecca, è prodotta dalla Commiphora gileadensis (in passato 
denominata Commiphora opobalsamum). 
Il termine viene dal latino murra o myrrha, quest'ultimo a sua volta derivato dal greco e deriva da 
una radice semitica mrr, con il significato di "amaro". 
La storia della mirra è parallela a quella dell'incenso: era già conosciuta nell'antico Egitto, dove 
costituiva uno dei componenti del kyphi ed era utilizzata nell'imbalsamazione. 
Nella Bibbia è uno dei principali componenti dell'olio santo per le unzioni (Esodo, XXX,23), ma 
anche un profumo, citato sette volte nel Cantico dei Cantici. 
Nel Vangelo secondo Matteo è uno dei doni portati dai Re Magi al Bambino Gesù. Secondo la 
tradizione simboleggia l'unzione di Cristo, o l'espiazione dei peccati tramite la sofferenza e la morte 
corporale (la mirra era utilizzata anche per le imbalsamazioni). 
Nella Grecia antica la mirra era ampiamente utilizzata, fino a mescolarla con il vino. Attualmente la 
mirra è utilizzata come componente di prodotti farmaceutici (proprietà disinfettanti) e soprattutto 
nella profumeria ma in certi paesi come la Francia ed il Belgio e si trova sotto forma di tintura ed è 
utilizzata per curare le afte e ulcerazioni della bocca sia pura, da mettere delicatamente sulle piaghe 
oppure con acqua per risciacquar la bocca. 
Dalla distillazione della mirra si ricava un olio essenziale, ottimo rimedio per diversi problemi fisici, 
soprattutto se inerenti all'apparato digerente. Da oltre 3000 anni è infatti utilizzata come disinfettante 
delle vie intestinali e anche come conservante per cibi rapidamente deperibili. 
Recenti studi effettuati da un docente universitario toscano, Piero Dolara, e pubblicati sulla rivista 
Nature, hanno portato alla scoperta che la mirra non sarebbe altro che un potentissimo analgesico a 
base di sesquiterpene e di altre sostanze, ed ha lo stesso meccanismo d'azione della morfina. 
 
Cedro 
In ambito farmaceutico, la tintura di cedro e lo sciroppo di cedro sono impiegati come eccipienti 
corrigens. L'estratto ricavato dalla scorza del cedro è noto per le proprietà digestive, carminative, 
stimolanti ad uso interno, oltre alle qualità germicide e disinfettanti per uso topico.  
L'estratto dell'agrume è ricco in flavonoidi e vitamina C: queste molecole concorrono ad esaltare le 
proprietà antiradicaliche ascritte al cedro. Le proprietà antiossidanti e potenzialmente 
anticancerogene (in particolare, utili piuttosto nella prevenzione del danneggiamento cellulare), 
hanno contribuito a fare del cedro il simbolo della giornata mondiale del malato di cancro. 
Ma le proprietà del cedro non sono ancora finite: probabilmente, questo agrume è in grado di 
regolarizzare i valori pressori, contrastando l'ipertensione. 
L'olio essenziale è impiegato anche in creme ed in oli da massaggio come rimedio anticellulite - 
vista la sua spiccata capacità di stimolare il microcircolo - ed è consigliato per favorire la crescita di 
capelli, frizionando a livello del cuoio capelluto una goccia di essenza di cedro mescolata ad un 
cucchiaio di alcol.  
L'olio di cedro viene impiegato anche come repellente per zanzare, per le proprietà paragonabili alla 
citronella. Da ultimo, per alleggerire disturbi renali, disuria e cistite, è altresì consigliata la 
somministrazione di olio di cedro. 
 
Figura 8: Cedrus medica 
  
Anice 
E’ una pianta originaria dell'Egitto e dell'Asia minore, in antichità era ben diiffusa anche in alcune 
isole greche sopratutto a Creta. Descrizione: L'anice è una pianta annuale di piccole 
dimensioni,raggiunge i 50cm c.a,produce fiori bianchi molto profumati. 
 
 
 
 
 
 
L'anice è una pianta annuale di piccole dimensioni, raggiunge i 50cm c.a, produce fiori bianchi molto 
profumati. L'olio essenziale viene ottenuto dal frutto per distillazione ed é molto ricco di flavonoidi e 
cumarine, ma la sostanza che ne determina la maggiore composizione chimica é trans-anetolo del 
quale é composto per il 70-90% circa. E' sconsigliato in gravidanza e l'utilizzo diretto sulla pelle. Può 
dare reazioni allergiche. Per l'assunzione interna é consigliata la consultazione con uno specialista.  
  Incenso 
Incenso è il nome genericamente attribuito alle oleoresine secrete da diverse piante arbustive che 
crescono nelle regioni meridionali della Penisola Arabica e delle antistanti coste dell'Africa 
orientale, la più importante delle quali è la Boswellia sacra. La resina viene estratta facendo una 
piccola incisione superficiale sul tronco o sui rami o per mezzo della rimozione di una porzione di 
corteccia. La resina viene drenata come una sostanza lattiginosa che si coagula a contatto con l'aria e 
viene raccolto a mano. Queste resine una volta che sono indurite per il contatto con l’aria 
Fig9: Pimpinella anisum
(ossidazione) sono chiamate lacrime. La qualità e l’odore della resina cambiano per ogni specie 
all’interno del genere Boswellia. Anche le differenze nel terreno e il clima però contribuiscono alla 
diversità della resina, anche all'interno della stessa specie. 
Una volta raccolte e cristallizzate, sono in grado di liberare nell'aria un forte e penetrante profumo al 
momento della loro combustione. L’olio essenziale di Incenso è ottenuto dalla distillazione in 
corrente di vapore della resina secca, oppure con la pirolisi 
La Boswellia sacra è un piccolo albero deciduo, che raggiunge una altezza da 2 a 8 m, con uno o più 
tronchi. La corteccia può essere rimossa facilmente.  
Le foglie sono imparipennato composte, diposte alterne lungo i rami, lungamente piccolate, mentre 
le foglioline sono di forma ovato-lanceolata, con margine dentellato e apice arrotondato, non acuto. 
I fiori sono piccoli, sono riuniti in grappoli ascellari e sono di colore bianco-giallastro, composti di 
cinque petali, dieci stami di colore rosso e un calice con cinque denti. Il frutto è una capsula di circa 
1 cm di lunghezza. Le foglie nuove e quindi le più giovani sono coperte da una fine peluria 
(pubescenti). 
Gli alberi crescono su pendii ripidi e sono in grado di sviluppare un ceppo della forma di un cuscino 
alla base del tronco, che aderisce alla roccia e garantisce una certa stabilità. 
 
Figura 10:  Boswellia sacra 
 
 
Eucalipto 
Questo albero è stato da sempre usato per bonificare le paludi, anche se non sempre con risultati 
brillanti. Albero sempreverde molto alto, che può raggiungere anche i 100 metri di altezza, con 
corteccia color cenere, foglie alterne ovali e coriacee, piccoli fiori bianchi o leggermente rosati. Tutta 
la pianta emana un persistente profumo balsamico. Cresce lungo le coste e nei terreni umidi dell'Italia 
centrale.  L'olio essenziale si ricava dal le foglie e dai rametti giovani con il metodo della distillazione 
in corrente di vapore e si ottiene un liquido quasi incolore che e mana un intenso profumo. È 
composto per circa il 70% da cineolo (o eucaliptolo). Si ipotizza oltre agli effetti secretolitici ed 
espettoranti approvati anche degli effetti battericidi e virostatici di altri ingredienti presenti nell'olio 
essenziale. 
 
 
 
Figura 11 Eucalipto 
 
  
 
Antireumatico, antisettico, balsamico, decongestionante, deodorante e diuretico. L'olio essenziale di 
Eucalipto dà buoni risultati sulle punture di insetti, per le malattie della pelle, per dolori artritici e 
muscolari, per il raffreddore, per la cistite e il mal di gola.  
 
Tea  tree 
L’olio di Tea Tree o "albero del tè" (nome attribuitogli dal capitano Cook che, sbarcato in Australia, 
bevve una bevanda a base di foglie di tea tree scambiandola per un infuso di tè) è uno straordinario 
olio essenziale di origine naturale, con efficacissime proprietà antisettiche, indicato per il 
trattamento di irritazioni cutanee, punture di insetti, scottature, ulcere del cavo orale, gengiviti, 
herpes, infezioni vaginali e molteplici altri disturbi. Tale essenza è prodotta per distillazione dalle 
foglie dell’albero della Melaleuca alternifolia, il cui nome deriva dal greco mèlas -anos, nero e 
leukòs, bianco, dal contrasto esistente tra le foglie verde scuro, e la corteccia bianca; è una pianta 
proveniente dall’ Australia, conosciuta già dalle popolazioni aborigene che ne utilizzavano la 
corteccia, resistente all'acqua, per la fabbricazione di piccole canoe o di utensili. Le sue foglie 
pungenti venivano messe a macerare in acqua per preparare un rimedio contro la tosse, mal di testa, 
ferite e lesioni della pelle. All'olio essenziale di tea tree è stata attribuita una attività antimicrobica 
ad ampio spettro atta a neutralizzare batteri, funghi e persino virus,. È stata evidenziata, inoltre, 
anche un'azione immunostimolante ed antinfiammatoria. 
Fra i principi attivi presenti vengono controllate soprattutto le concentrazioni del terpinolo-4 e del 
1,8-cineolo, che, per una buona attività terapeutica ed una bassissima attività irritativa a livello della 
pelle e delle mucose, devono essere rispettivamente del 40% e del 5%. 
L'olio è ben tollerato anche se applicato puro su piccole zone della cute, anche se è preferibile usarlo 
inizialmente in forma diluita, per poi passare successivamente a concentrazioni maggiori una volta 
verificata la tollerabilità individuale. In genere è consigliabile usare per via esterna concentrazioni 
tra il 2 e il 15% 
 
  Salvia 
La pianta che viene chiamata popolarmente salvia senza altre qualificazioni, o salvia comune, è 
descritta con il nome scientifico di Salvia officinalis, una delle quasi 1000 specie appartenenti al 
genere Salvia. La salvia comune è un piccolo arbusto sempreverde. Le foglie semplici, feltrose al 
tatto, hanno un colore verde-grigiastro e un odore caratteristico. La forma è ovale con margine 
crenato, nervature penninervie, attaccatura picciolata con inserimento semplice. I fiori violacei sono 
riuniti in infiorescenze e hanno il caratteristico aspetto asimmetrico proprio della famiglia delle 
Lamiacee. I frutti si formano alla base dei fiori e contengono i minuscoli semi ovoidali di colore 
marrone scuro. La salvia contiene un chetone complesso, il tujone[1], che può risultare tossico ad alte 
dosi. Ciò ha impatto sia sull'uso culinario che su quello medicinale e spiega perché la salvia è stata 
usata come aroma ma non, per esempio, come insalata. 
La normativa europea ha stabilito un limite massimo al contenuto di tujone nei cibi, che è di 25 
mg/kg nel caso di cibi aromatizzati con la salvia. Negli Stati Uniti attualmente la legge fissa un tetto 
al contenuto di tujone, ma non è applicabile ai cibi preparati con la salvia. 
 
 Figura 11: Salvia officinalis 
 
Camomilla 
Già conosciuta dagli antichi Egizi, pare che la Camomilla fosse usata per curare la malaria. Da sempre 
la Camomilla è usata come blando sedativo.  
Pianta erbacea annuale, ha un fusto eretto e ramificato che può raggiungere il mezzo metro di altezza. 
Le foglie sono alterne e divise in lacinie di un colore grigio-verde.  
 I fiori sono capolini che formano un bottone giallo con appendici esterne bianche, rivolte verso il 
basso. Cresce spontanea ai bordi delle strade, nei campi, sui terreni incolti e aridi in tutte le regioni 
italiane, dal mare alla montagna. Oggi, comunque, la Camomilla viene coltivata su vasta scala.  
 L'olio essenziale di Camomilla si ricava mediante distillazione in corrente di vapore, dai capolini 
freschi. Il prodotto ottenuto è un olio blu dalla consistenza viscosa.  
 Analgesico, disinfiammante, antispasmodico, cicatrizzante, sedativo. L'olio essenziale è efficace per 
calmare dolori reumatici, muscolari, i crampi allo stomaco e le nevralgie. Inoltre questa essenza si può 
usare contro il mal di testa, per calmare l'ansia da stress e facilitare il sonno.  
 La Camomilla viene usata dall'industria farmaceutica, da quella cosmetica, da quella alimentare e 
liquoristica.      
 Figura 12: Matricaria chamomilla 
 
Litsea cubeba 
Detta pure "Verbena tropicale" ed originaria della Cina (dove si chiama "May Chang") viene 
tradizionalmente coltivata anche a Formosa ed in Giappone.  
Consiste in un alberello tropicale semprevende con foglie e fiori fragranti. I piccoli frutti hanno la 
forma di grani di Pepe. L'olio essenziale si ottiene distillando in corrente di vapore semi e foglie 
della pianta e si presenta come un liquido limpido color giallo paglierino, dal fresco profumo 
fruttato che riporta olfattivamente al limone. Si armonizza bene con tutti gli olii agrumarii (in 
particolare con Limone, Neroli e Pompelmo), con la Verbena e con gli olii speziati. 
 
Fig 14: Litsea cubeba 
 
  4 MATERIALI E METODI 
  Per evidenziare l’eventuale attività inibente  di questi oli essenziali nei confronti di Peanibacillus 
larvae si è fatto ricorso al  metodo della diffusione su piastra secondo Kirby-Bauer modificato e alla 
determinazione del valore di MIC (Minima Concentrazione Inibente) (modificato da Flesar et al., 
2010) limitatamente agli oli che hanno fornito aloni di inibizione apprezzabili al metodo di 
diffusione su piastra.
Il ceppo di Paenibacillus larvae impiegato per le prove è stato il ceppo ATCC 9545. 
Il batterio è stato rivitalizzato inoculando 0,2ml del ceppo scongelato in 6 ml di brodo BHI con 
aggiunta del 3% in volume di siero bovino sterilizzato mediante filtrazione, e ponendolo ad incubare 
a 37°C per 24/48 ore. 
 
4.1 Il metodo di diffusione su piastra 
Questo metodo  è costituito dalle  seguenti fasi: 
1) Allestimento di piastre Petri contenenti terreno solido Mueller-Hinton Agar (MH)  
2) Sospensione del batterio in 2 ml di acqua distillata sterile fino al raggiungimento di un livello     
di torbidità pari a 0,5 della scala di Mc Farland. 
3) Semina omogenea per tamponamento superficiale delle piastre.  
4) Deposizione sulla superficie della piastra di una serie di dischetti di nitrocellulosa sterili imbevuti 
di 10 µl di soluzione di oli essenziali (10% v/v in di-metil-sulfossido -DMSO-) 
5)  Incubazione a 37°C per 24 ore.  
6) Misurazione del diametro degli aloni di inibizione ottenuti. 
 
4.2 Determinazione della MIC 
La determinazione del valore di M.I.C. fornisce una misura quantitativa del livello di resistenza agli 
antibiotici e ad altre sostanze ad attività antimicrobica espressa dai microrganismi testati.  
Questa metodica prevede la preparazione di una serie di diluizioni scalari decrescenti (da 256 ppm a 
0,5 ppm) delle sostanze da testare a ciascuna delle quali viene in seguito aggiunta la stessa quantità 
di una brodo-coltura (BHI) standardizzata del ceppo da testare. Si utilizzano  piastre da 
microtitolazione (Microtiter). 
Si assume come Minima Concentrazione Inibente la concentrazione dell’olio essenziale del  
pozzetto che precede quello nel quale è possibile verificare visibilmente la presenza di crescita 
batterica. 
Per ottenere dei pozzetti costituiti da 95 µl di terreno antibiotato (a concentrazioni scalari) e 5 µl di 
inoculo (100 µl volume finale) si è proceduto  nel seguente modo: 
1) Preparazione della soluzione madre di olio essenziale (1600 ppm) da utilizzare per le micro 
diluizioni.  
2)   Per ottenere il terreno antibiotato alla  concentrazione più alta di olio essenziale da saggiare (256 µg/ 
ml), la soluzione antimicrobica utilizzata nei pozzetti della prima riga della piastra da 
microtitolazione è stata di 269,47µg/ml, poichè i 100 µL finali contenuti nei pozzetti sono 
comprensivi di 5 µl di inoculo della coltura (Paenibacillus larvae) 
3) I pozzetti della prima riga sono stati  riempiti con 190 µl di terreno BHI antibiotato con la  
concentrazione  di olio essenziale di 269,47µg/ml, mentre negli altri pozzetti sono stati aggiunti solo 
95 µl di terreno BHI privo di olio essenziale.  
Dai 190 µl di terreno della prima riga, sono stati prelevati 95 µl e dispensati  nella seconda. Dopo 
una breve omogeneizzazione 95 µl della seconda riga sono stati prelevati con nuovo puntale e 
aggiunti a quelli della terza e così via fino alla riga con la più bassa concentrazione da saggiare (0,5 
µg/ml). Dall’ultima riga inoltre sono stati scartati  95 µl dopo omogeneizzazione. 
4)  In tutti i pozzetti, tranne quelli riservati al controllo negativo, sono stati aggiunti 5 µl della coltura 
batterica standardizzata con metodo di McFarland. 
5) La piastra da microtitolazione così allestita è stata incubata alla temperatura ottimale di crescita 
della coltura batterica (37°C) per 24h in camera umida;  
6) Dopo l'incubazione, è stato verificato che nella riga riservata al controllo negativo non ci fosse 
presenza di crescita microbica visibile. In caso di contaminazione, i dati derivanti dalla piastra da 
microtitolazione non potevano essere considerati attendibili.  
7) La crescita microbica è stata determinata visivamente mediante confronto con il controllo 
positivo (CP). In caso di assenza di crescita del controllo positivo (mancato sviluppo del ceppo in 
esame), la prova non poteva essere considerata valida. Nel caso si fosse osservato crescita 
discontinua (es. ceppo cresciuto con 128 µg/mL, ma non con 64 µg/mL), i dati relativi al ceppo 
considerato non potevano  essere ritenuti attendibili.  
 
 
 
Concentrazione decrescente Oli essenziali
CNCP0,51248163264128256Olio5
CNCP0,51248163264128256Olio4
CNCP0,51248163264128256Olio3
CNCP0,51248163264128256Olio2
CNCP0,51248163264128256Olio1
121110987654321
 
Pozzetti = 95 µl di terreno di crescita con olio essenziale + 5µl di inoculo; 
CP = 95 µl di terreno di crescita privo di olio + 5 µl di inoculo; 
CN = 100 µl di terreno di crescita. 
 
 
 Piastra da microtitolazione utilizzata 
  5. RISULTATI 
Le prove effettuate con il metodo Kirby-Bauer hanno fornito i dati presentati nella tabella 1: 
Olio essenziale Diametro 
alone 
(mm) 
MANUKA 24 
MIRRA 13 
SALVIA 12 
TEA TREE 8 
CAMOMILLA 9 
CEDRO n.d. 
INCENSO n.d. 
ANICE n.d. 
EUCALIPTO n.d. 
TEA TREE n.d. 
Tabella 1: diametro degli aloni di inibizione dei singli oli essenziali 
 
 
I valori di MIC per gli oli essenziali provati singolarmente sono riportati nella tabella 2: 
Olio essenziale Valore di 
MIC (µg/ml) 
 
Manuka 16 
Tea 64 
Salvia 128 
Camomilla 128 
Mirra 64 
Tabella 2: valori di MIC per gli oli essenziali 
 
6 CONCLUSIONI 
L’unica strategia di controllo efficace contro la peste americana è ad oggi la distruzione totale di 
tutta la famiglia con un conseguente enorme danno economico per l’apicoltore. Inoltre, uno degli 
aspetti maggiormente limitanti relativo a questa patologia, è rappresentato dall’impossibilità di 
effettuare trattamenti con antibiotici, data l’assenza di principi attivi registrati. 
Alcuni studi hanno già dimostrato che alcuni oli essenziali sono caratterizzati da attività inibente nei 
confronti di Paenibacillus larvae (Giusti et al 2011).  
 Tra gli oli essenziali valutati, la Manuka ha mostrato maggior attività antibatterica, sia per quanto 
concerne l’alone di inibizione ottenuto con il metodo Kirby Bauer, sia per quanto concerne i valori 
di MIC.  Minore attività inibente è stata riscontrata per Tea tree, salvia, camomilla e mirra, mentre 
nessuna attività è stata evidenziata per gli altri oli saggiati.   
Gli oli essenziali sono miscele costituite da numerosi composti chimici ciascuno dei quali dotato di 
un proprio meccanismo d’azione, in alcuni casi non ancora completamente chiarito.  
Di fatto l’attività antibatterica di molti tra gli oli essenziali è il frutto dell’azione sinergica di più 
composti chimici in essi contenuti ed è proprio per questo motivo che l’impiego di tali sostanze in 
terapia e/o prevenzione, a differenza di quanto succede con gli antibiotici tradizionali, permetterebbe 
di non incorrere nel sempre più diffuso fenomeno dell’antibiotico-resistenza.  Purtroppo il loro costo 
è tutt’ oggi elevato.  La determinazione della  precisa composizione chimica degli oli essenziali è 
indispensabile al fine di isolare le molecole farmacologicamente attive da impiegare singolarmente o 
in associazione;  la loro successiva commercializzazione su larga scala, determinerebbe un drastico 
abbassamento dei costi con conseguenti benefici per il mondo dell’apicoltura
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